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PEPTIDES LINE AIRES AMPHIPATHIQUES ET LES 
COMPOSITIONS LES CONTENANT. 

La pr6sente invention concerne des peptides 
lin^aires et leur utilisation pour vectoriser des substances 
actives. Plus par ticulierement , 1' invention se rapporte k 
des peptides lin£aires fortement amphipathiques d6riv£s de 
peptides antibiotiques ou de leurs analogues. L ' invention a 
aussi pour objet de nouveaux composes formes d'un peptide 
lineaire amphipathique li£ k au moins une substance active, 
ainsi que la preparation de ces composes et les compositions 
les contenant. 

Le probleme de 1' entree dans les cellules 
vivantes de diff£rentes substances dotees de propriet£s 
pharmacologiques revet un grand int£r£t tant pour la 
recherche que pour des utilisations th£rapeutiques ou 
diagnostiques . 

Une des priori t^s des travaux dans ce domaine 
est de trouver des moyens efficaces pour augmenter 
l'efficacit6 de penetration des substances actives, qu'il 
s'agisse de molecules conventionnelles, que de peptides, 
prot^ines, ou encore acides nucl^iques comme les 
oligonucleotides dans les cellules vivantes. 

Plusieurs strategies sont proposees pour 
permettre ou augmenter le passage de ces substances k 
travers la membrane des cellules. Parmi celles-ci, la 
Demanderesse a developp£ un systeme de transport de 
substances actives k travers la membrane " des cellules 
mettant en ceuvre des peptides vecteurs. Cette strat6gie de 
vectorisation off re de nombreux avantages, car le peptide 
vecteur peut itre synth6tis£ par voie chimique, et la 
plupart des substances actives citees ci-dessus peuvent §tre 
coupl6es au vecteur de fagon single et efficace. 

Les prot^grine et tachypl6sine sont des peptides 
naturels dont la structure est de type £pingle k cheveux 
maintenue par des ponts disulfures. Ces ponts jouent un rSle 
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important dans 1' activity cytolytique observ6e sur cellules 
humaines. Les travaux de recherche realises par la 
Demanderesse sur ces peptides lui ont permis de d^couvrir 
qu'une reduction irreversible de ces ponts disulfures permet 
de g6n6rer des peptides lineaires qui ont la propri£t£ de 
passer rapidement au travers des membranes cellulaires. Ces 
peptides lineaires et leur utilisation comme vecteur pour 
des substances actives sont decrits dans la demande de 
brevet internationale PCT publiee sous le No. WO99/07728. 



La Demanderesse a maintenant cherch6 k d^finir 
de nouvelles sequences d' acides amines capables de servir de 
vecteur d'internalisation et d'adressage de substances 
actives et, dans ce but, plusieurs peptides pr&sentant des 
propri£t£s physico-chimiques am61ior6es ont 6t6 synth6tises. 

L* invention a done pour objet un peptide 
lin^aire contenant ou constitue par un deriv^ d'un peptide 
antibiotique par : 

- modification des r^sidus cysteines de fagon k 
ce que ledit peptide soit d6pourvu de pont disulfure, 

- substitution de 1 k 18 et de pr6f6rence de 1 & 
6 acides amines, et/ou permutation d'au moins une paire 
d'acides amines, lesdites substitutions et/ou permutations 
6tant t el les que ledit peptide present e un caract&re 
amphipathique . 

On entend par peptides antibiotiques , des 
peptides de plus de 5 a 7 acides amines presentant une 
activity cytolytique sur des cellules humaines ou animales. 
II s'agit de peptides d'origine naturelle ou de peptides de 
synthase et de fragments de ceux-ci. L 1 invention envisage 
tout particuliferement des peptides derives de prot^grine et 
de tachypl^sine, un analogue ou un fragment de ceux-ci. 

Les peptides de 1* invention sont d£pourvus de 
pont disulfure comme ceux d6crits par exemple dans la 
demande de brevet internationale PCT publiee sous le No, 
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WO99/07728. L'absence de ponts disulfures dans les peptides 
de 1 1 invention peut §tre obtenue par toute technique connue 
de l'homme du metier et notamment en supprimant ou en 
remplagant par d'autres acides amines les r6sidus de 
cysteines ou en bloquant les groupes -SH de fagon a ce 
qu'ils ne forment plus de pont disulfure. 



1' invention a ete exprim6 par la valeur de 1' hydrophobicite 
moyenne par r^sidu <H> et le moment d' hydrophobicite 
heiicoldal <|lH>a. Avantageusement, les peptides de 
1' invention prdsentent : 

- une hydrophobicite moyenne par r6sidu <H> 
comprise entre 0,15 et 0,7 ; 

- un moment d' hydrophobicite heiicoldal <fXH>a 
sup^rieur h 0,15 ; 

un moment d' hydrophobicite b&ta <|iH>p 

sup^rieur k 0. 



de la prdsente invention ont en effet concern^ trois 
param^tres permettant d'orienter la conception de sequences 
primaires h partir de sequences de reference (Eisenberg et 
al., 1982 ; The helical hydrophobic moment : a mesure of the 
amphilicity of helix. Nature 299, 371-374). Les trois 
param^tres choisis ont ete les suivants : 



mesure du caract&re apolaire d'un peptide. La quantification 
de 1 'hydrophobicite d'un peptide s'effectue par sommation de 
la contribution de chaque r6sidu k cette hydrophobicite 
suivant la formule : 



Le caract^re amphipathique des peptides de 



Les travaux de recherche ef fectu^s dans le cadre 



- 1' hydrophobicite moyenne par r^sidu, 

- le moment d' hydrophobicite heiicoldale, 

- le moment d' hydrophobicite b§ta. 



L ' hydrophobicite moyenne par r6sidu est une 
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dans laquelle, H correspond h l'hydrophobicit6 
moyenne par r£sidu, N repr^sente le nombre de r6sidu, H n 
repr^sente l'indice d'hydrophobicit6 du r6sidu n. L'6chelle 
d'hydrophobicit6 utilis^e est celle de Fauch^te et Pliska 
(1983, Eur, J. Med. Chem 18.369-375). La sommation 
s'effectue sur tous les r^sidus de l'helice (de n = 1 4 N] , 

Le moment d'hydrophobicit£ helicoldale <}iH>a 
permet de quantifier le caract&re plus ou moins amphiphile 
d'une l'helice a suivant la formule : 

< M H >= sin(&i) j + ^H n cos(^)j 2 

dans laquelle H correspond & l'indice 
d'hydrophobicit6 du r£sidu n et 8 correspond & 1' angle entre 
2 r^sidus successifs (100° pour une helice a) . 

A chaque acide amin6, il est assign^ un vecteur 
dont la direction correspond a la droite reliant le centre 
de la roue a sa position sur cette roue. La norme de ce 
vecteur est 6gale ci l'indice d'hydrophobicit6 de 1' acide 
amine. Le sens du vecteur va du centre vers 1' acide amine si 
1' acide amin6 est hydrophobe (valeur positive dans l'6chelle 
d'hydrophobicit£) et de 1' acide amin6 vers le centre si 
1' acide amin6 est polaire (valeur negative dans l'6chelle 
d'hydrophobicit^) . 

Le moment d'hydrophobicite par acide amin6 de 
l'helice amphiphile est 6gal & la norme du vecteur resultant 
de la sommation de tous ces vecteurs, divis^s par le nombre 
d'acides amines de l'helice. La sommation s'effectue sur 
tous les residus de l'helice (de n = 1 & N) . Le vecteur 
resultant pointe dans la direction de la zone la plus 
hydrophobe de la roue. 

Le moment d'hydrophobicit6 b£ta <|XH>P correspond 
au moment d' hydrophobic! t6 d'un peptide qui adopterait line 
structure en feuillet p. Le moment d'hydrophobicit6 b£ta est 



WO 02/02595 PCTYFR01/02129 

5 

calculi comme le paramfetre <jiH>a mais avec dans ce cas, 5, 
qui correspond k 1' angle entre 2 r6sidus successifs, est 
£gal k 180°. 

L'etude des trois param^tres ci-dessus a ete 
appliqu.de §l trois peptides de r6f6rence : 

- deux peptides d<§riv6s de protdgrine d6sign6s 
SynBl et SynB3, 

- un peptide derive de tachyplesine d£sign6 

SynB4. 

Les substitutions d' acides amines realises sur 
les peptides SynBl, SynB3 et SynB4 rapportds ci-aprfes ont 
permis d' identifier les modifications de sequences 
conduisant cl des peptides fortement amphlpathiques . 

L* invention se rapporte tout particulierement h 
un peptide comprenant ou constitud par un derive! d'un 
peptide dont la sequence en acides amines est : 

15 10 15 18 

-RGGRIiSYSRRRFSTSTGR 

15 10 
-RRLSYSRRRF 

15 10 15 17 

-AWSFRVSYRGI SYRRSR 

- ou un fragment de celles-ci constitud d'au 
moins cinq et de pr6f6rence d'au moins sept acides amines 
successifs, 

par substitution de 1 it 18 et de preference de 1 
a 6 acides amines, et/ou permutation d'au moins une paire 
d' acides amines, lesdites substitutions et/ou permutations 
6tant telles que ledit peptide pr£sente un caract&re 
amphipathique . 

Dans les sequences peptidiques rapportees ci- 
apr£s, les acides amines sont repr6sent6s par leur code h 
une lettre, mais ils peuvent §tre aussi reprdsentds par leur 
code a trois lettres selon la nomenclature ci-dessous. 

A Ala alanine 

C Cys cysteine 



* 
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Q 


Gin 
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R ' 


Arg 


arginine 


S 


Ser 


serine 


T 


Thr 


threonine 


V 


Val 


valine 


W 


Trp 


tryptophane 


Y 


Tyr 


tyrosine 



1) Mutation du peptide SynBl . 

1-1) Augmentation de 1 ' hydrophobicite <H> de 

SynBl . 

Les mutations suivantes augment ent le parametre 
<H>/ e'est-a-dire 1' hydrophobicite moyenne par residus : 

- la mutation d'au moins un des residus en 
position 6, 8, 13, 14, 15, 16 par un acide amine hydrophobe, 
de preference choisi parroi le groupe coinprenant : Ala, lie, 
Leu, Val, Phe, Trp, 

- eventuellement la mutation d'au moins un autre 
residu, de preference le residu Phe en position 12, par un 
residu Tyr ou Trp dormant un signal spectroscopique et 
permettant le dosage du peptide, 

Le tableau 1 ci-dessous rapporte des mutations 
permettant d'augmenter 1' hydrophobicite de SynBl et donne 
des exemples de peptides selon 1' invention derives de SynBl. 
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Tableau 1 







<H> 


<J0H>a 


SynBl 


RGGRLSYSRRRFSTSTGR 


-0,069 


0,18 




A A W A A A A 
II I I I I 
L L L L L L 
V V V V V V 
F F F F F F 
WW W W W W 






SM3979 


RGGRLAYLRRRWAVLVGR 


0,295 


0,27 


SM3980 


RGGRLVYVRRRWVVVVGR 


0,343 


0,25 


PG-4L 


RGGRLLYLRRRWLVLVGR 


0,45 


0,27 


PG-4A 


RGGRLAYARRRFAVAVGR 


0,115 


0,2 


PG-AFLl 


RGGRLVYLRRRFAFLIGR 


0,384 


0,23 



1*2) Augmentation de l'amphipathicit6 de SynBl . 

Les mutations ci-dessous augmentent les 
parametres <H> et <uH>a, c'est-a-dire l'hydrophobicite' 
moyenne par r6sidu et l'amphipathicit6 h61ico!dale moyenne 
par r^sidu : 

- la permutation d'au moins une paire des 
residus en position 3 et 5, en position 10 et 12, et en 
position 16 et 17, 

- la mutation d'au moins un des residus en 
position 6, 13, 14 et 16 par un acide amine* hydrophobe, de 
preference choisi parmi le groupe comprenant : Ala, lie, 
Leu, Val, Phe, Trp, 

- eventuellement la mutation d'au moins un autre 
r^sidu, de pr6fe*rence le r6sidu Phe en position 12, par un 
re^sidu Tyr ou Trp dormant un signal spectroscopique et 
permettant le dosage du peptide, 

eventuellement la mutation du residu en 
position 3 par un acide amine hydrophobe, de preference 
choisi parmi le groupe comprenant : lie, Leu, Val, Phe, Trp. 
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Le tableau 2 ci-dessous rapporte les mutations 
permettant d'augmenter l'araphipathicit^ de SynBl et donne 
des exeitples de peptides selon 1' invention d6riv6s de SynBl. 

Tableau 2 







<H> 


<jiH>a 


SynBl 


RGGRLSYSRRRFSTSTGR 


-0,069 


0,18 


A-Synbl 


RGIiRGSYSRFRRSTSTGR 


-0,069 


0,37 




V A W AAA ! 
IV V V V 
F I III 
W L L L L 
F F F F 
w WWW 






A-PG-3L 


RGLRGLYLRFRRLVSVGR 


0,327 


0,43 


A-PG-IL 


RGLRGLYFRFRRILSVGR 


0,364 


0,45 


A-PG-4LF 


RGIRGLYLRWRRLLSFGR 


0,417 


0,47 


A-PG-3-LF 


RGFRGLYLRWRRLVSVGR 


0,359 


0,46 



Dans le tableau 2 ci-dessus, le peptide A-Synbl 
est un derive de SynBl dans lequel les paires d'acides 
amines en position 3 et 5, en position 10 et 12 et en 
position 16 et 17 ont 6t6 permut^es. 



2) Mutation du peptide SynB3 . 

2-1) Augmentation de 1 ' hvdrophobicite <H> de 

SvnB3 . 

Les mutations suivantes augmentent le paramfetre 
<H>, c'est-a-dire l'hydrophobicite moyenne par r£sidus : 

- la mutation simultan£e des r6sidus en position 

4 et 6 ou la mutation simultanee des residus en position 4, 

5 et 6 par des acides amines hydrophobes, de preference 
choisi parmi le groupe comprenant : Ala, lieu, Leu, Val, 
Phe, Trp, 

- eventuellement, la mutation d'un mo ins un 
autre r^sidu, de preference le r6sidu Phe en position 10, 
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par un residu Tyr ou Trp dormant un signal spectroscopigue 
et permettant le dosage du peptide. 

Le tableau 3 ci-dessous rapporte des mutations 
permettant d'augmenter l'hydrophobicit6 de SynB3 et donne 
des exemples de peptides selon 1' invention derives de SynB3 . 



Tableau 3 







<H> 


<mH>a 


<HH>p 


SynB3 


RRLSYSRRRF 


-0,068 


0,42 


0,01 




AAA 
III 
L L L 
V V V 
F F F 
WWW 








SM4287 


RRLWYLRRRF 


0,335 


0,46 


0,40 


SM4288 


RRLWLLRRRF 


0,409 


0,39 


0,34 



2.2) Augmentation de 1 ' amphipathicit6 

h£licoidale par r4sidu <uH>ade SynB3 . 

Les mutations suivantes permettent d'augmenter 
le paramfetre <H> et <uH>(X du peptide SynB3, c'est-i-dire 
l'hydrophobicite moyenne par residu et 1' amphipathicit£ 
h£licoIdale moyenne par residu de ce peptide : 

- la permutation des r^sidus en position 5 et 7 
et la mutation simultan^e, sur la sequence resultant de la 
permutation, des rdsidus en' position 4 et 6 ou des residus 
en position 4, 6 et 7 par des acides amines hydrophobes de 
pr6f6rence choisi parmi le groupe comprenant : Ala, lieu, 
Leu, Val, Phe et Trp, 

- eventuellement, la mutation d'un moins un 
autre residu, de preference le residu Phe en position 10, 
par un residu Tyr ou Trp dormant un signal spectroscopique 
et permettant le dosage du peptide. 



4 
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lie tableau 4 ci-dessous rapporte des mutations 
perrnettaiit d ' augmenter l'hydrophobicit6 moyenne par r6sidu 
et 1 ' amphipathicit6 h61icoidale moyenne par r^sidu de SynB3 
et donne des exemples de peptides selon 1' invention d6rxv6s 
de SynB3 . 

Tableau 4 







<H> 


<pH>a 


<[lH>p 


SynB3 


RRLSYSRRRF 


-0,068 


0,42 


0,01 




A A A 
I II 
L L L 
V V V 
F F F 
W WW 








SM4289 


RRLWRLYRRF 


0,335 


0,82 


0,4 


SM4290 


RRLWRLLRRF 


0,409 


0,88 


0,34 



2.3) Augmentation de l'amphipathicit^ b£ta <uH>P 

de SynB3 . 

Les mutations suivantes permettent d' augmenter 
le paramfetre <H> et <]iH>P du peptide SynB3, c'est-a-dire 
1' hydrophobic it£ moyenne par residus et 1 ' amphipathicit6 
b£ta moyenne par r£sidu <viH>P de ce peptide : 

- la permutation des residus en position 2 et 3 
et la permutation des residus en position 5 et 8, et sur la 
sequence resultant de la permutation, la mutation simultan6e 
des residus en position 4 et 6 ou la mutation simultan^e des 
r6sidus en position 4, 6 et 8 par des acides amines 
hydrophobes de prdf^rence choisis parmi le groupe 
comprenant : Ala, lieu, Leu, Val, Phe et Trp, 

- 6ventuellement, la mutation d'au mo ins un 
autre r^sidu, de pr£f£rence le residu Phe en position 10, 
par un r6sidu Tyr ou Trp dormant un signal spectroscopique 
et permettant le dosage du peptide. 
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Le tableau 5 ci-dessous rapporte des mutations 
permettant d'augmenter le param^tre <H> et <pH>p du peptide 
SynB3 et donne des exemples de peptides selon 1' invention 
d6riv£s de SynB3 . 



Tableau 5 







<H> 


<^iH>a 


<flH>P 


SynB3 


RRLSYSRRRF 


-0,068 


0,42 


0,01 




RLRSRSRYRF 










AAA 
III 
L L L 
V V V 
F F F 
WWW 








SM4291 


R L R W R L R Y R F 


0,335 


0,35 


1,1 


SM4292 


RLRWRLRLRF 


0,409 


0,36 


1,1 



3) Mutation du peptide SynB4 . 

3.1) Augmentation de l'hvdrophobicit6 <H> de 

SynB3 . 

Les mutations suivantes augmentent le param&tre 
<H>, c'est-a-dire l'hydrophobicit6 moyenne par r^sidus : 

- la mutation simultan6e des residus en position 
3, 7, 12, 16 par des acides amines hydrophobes de pr6£6rence 
choisis parmi le groupe comprenant : Ala, lieu, Leu, Val, 
Phe et Trp. 

Le tableau 6 ci-dessous rapporte des mutations 
permettant d'augmenter l'hydrophobicite <H> de SynB4 et 
donne des exemples de peptides selon 1' invention d6riv6s de 
SynB4. 
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Tableau 6 







<H> 


<|iH>a 


SynB4 


AWSFRVSYRGISYRRSR 


0,24 


0,047 




A A A A 
II II 
L L L L 
V V V V 
F F F F 
WW WW 






SynB4-4A 


AWAFRVAYRGIAYRRAR 


0,32 


0,047 


SynB4-2AL 


AWLFRVAYRGILYRRAR 


0,49 


0,047 


SynB4-FALF 


AWFFRVAYRG ILYRRFR 


0,58 


0,086 



3.2) Augmentation de l'antphipathicit6 de SynB4 . 

Les mutations ci-dessous augmentent les 
param^tres <H> et <uH>a, c'est-&-dire I'hydrophobicitd 
raoyenne par residu et l'amphipathicit6 h^licoldale moyenne 
par residu : 

- une permutation des rdsidus en position 12 et 
14, des r6sidus en position 16 et 17 et une mutation 
simultan^e des residus en position 3, 7, 14 et 17 par des 
acides amines hydrophobes de preference choisis parmi le 
groupe comprenant : Ala, lieu, Leu, Val, Phe et Trp. 

Le tableau 7 ci-dessous rapporte des mutations 
permettant d'augmenter les parametres <H> et <pH>a, c'est-&- 
dire l'hydrophobicit6 moyenne par r6sidus et 
l'amphipathicitd h61icoidale moyenne par residu, de SynB4 et 
donne des exemples de peptides selon 1' invention derives de 
SynB4. 
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Tableau 7 







<H> 


<HH>CC 


SynB4 


AWSFRVSYRGISYRRSR 


0,24 


0,047 


aSynB4 


AWSFRVSYRGIRYSRRS 


0,24 


0,18 




A A A A 
V V V V 
II II 
L L L L 
F F F F 
WW WW 






aSynB4-2AJj 


AWAFRVLYRG IRYLRRA 


0,49 


0,41 


aSynB4-IVFA 


AWIFRVVYRGIRYFRRA 


0,55 


0,48 


aSynB4-FIIL> 


AWFFRVIYRGIRYIRRL 


0,67 


0,55 



Dans le tableau 7, aSynB4 est un peptide obtenu 
par une permutation des residus en position 12 et 14 et des 
residus en position 16 et 17. 



L' invention concerne aussi un peptide lineaire 
contenant ou constitu6 par un derive d'un peptide 
antibiotique par : 

- modification des residus cysteines de facon ci 
ce que ledit peptide soit d£pourvu de pont disulfure, 

- substitution d'une ou plusieurs arginines par 
la citrulline ou 1* ornithine. 

En effet, la substitution des arginines par des 
citrullines ou des ornithines permet de diminuer la toxicity 
6ventuelle du peptide resultant du caractere cationique de 
l'arginine. II est ainsi possible d'utiliser une plus grande 
quantity de vecteur peptidique. Toutefois, avantageusement 
selon la taille et le nombre d'arginine dans le peptide 
antibiotique d'origine, les peptides de l 1 invention 
comprennent au mois encore une, de pr6f6rence au moins 
encore deux et tout pr6f6rentiellement au moins encore trois 
arginines . 
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A titre d 1 example de peptides selon 1' invention 
dont line ou plusieurs arginines sont remplacees par des 
citrullines (Cit) , on peut citer les derives de SynBl, SynB3 
et SynB4 du tableau 8 ci-dessous. 



yableau 8 



SynBl 


RGGRLSYSRRRFSTSTGR 


SynBl/2Cit 


RGGRLSYS Cit Cit RFSTSTGR \ 


SynBl/3Cit 


RGGRLSYS Cit Cit Cit F S T S T G R 


SM3979 


RGGRLAYLRRRWAVLVGR 


SM3979/2Cit 


RGGRLAYL Cit Cit RWAVLVGR 


SM3979/3Cit 


RGGRLAYL Cit Cit Cit W A V L V G R 


SM3980 


RGGRLVYVRRRWVVVVGR 


SM3980/2Cit 


RGGRLVYV Cit Cit RWVVVVGR 


SM3980/3Cit 


RGGRLVYV Cit Cit Cit W V V V V G R 


SynB3 


RRLSYSRRRF 


SynB3/2Cit 


R R L S Y S Cit Cit R F 


SynB3/3CitA 


R R L S Y S Cit Cit Cit F 


SynB3/3CitB 


R Cit L S Y S Cit Cit R F 


SM4289 


RRLWRLYRRF 


SM4289/2Cit 


R R L W R L Y Cit Cit F 


SM4289/3Cit 


R Cit L W R L Y Cit Cit F 


SM4290 


RRLWRLLRRF 


SM4290/2Cit 


RRLWRLL Cit Cit F 


SM4290/3Cit 


R Cit L W R L L Cit Cit F 


SynB4 


AWSFRVSYRGISYRRSR 


SynB4/2Cit 


AWSFRVSYRGISY Cit Cit S R 


SynB4/3Cit 


A W S F Cit VSYRGISY Cit Cit S R 


SynB4-FALF 


AWFFRVAYRGILYRRFR 


SynB4-FALF/2Cit 


AWFFRVAYRGILY Cit Cit F R 


SynB4-FALF/3Cit 


A W F F Cit VAYRG ILY Cit Cit F R 



Les peptides de 1' invention peuvent etre 
prepares par syntbese chimique ou par genie g£n£tique, ils 
peuvent etre sous forme r6tro et comprendre des acides 
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amines sous forme D. L ' invention concerne aussi des 
fragments de ces peptides constitues d'au moins cinq et de 
pr6f6rence d'au moins sept acides amines successifs des 
sequences ci-dessus. 

L* invention a aussi pour objet 1' utilisation de 
ces peptides lin^aires amphipathiques ou d' analogues de 
ceux-ci, pour la vectorisation k travers la membrane des 
cellules in vivo ou in vitro d'une ou plusieurs substances 
actives tant pour des applications th^rapeutiques que de 
diagnostic. Par vectorisation, on entend selon 1' invention, 
un processus capable de traverser la ou les membranes 
cellulaires et d'amener ladite substance active jusqu'a une 
cible situ6e dans un corapartiment cellulaire tel que le 
cytoplasme ou le noyau. 

Ainsi, 1' invention a pour objet des composes 
formes d'au moins un peptide lin£aire amphipathiqfie de 
d£crit pr6c6demment li6 directement ou indirectement k au 
moins une substance active. Ces composes peuvent §tre 
representes par la formule (I) suivante : 

A B (I) 

dans laquelle : 

- A repr6sente un peptide amphipathique de 

1' invention, 

- B repr^sente une substance active, et 

- le trait horizontal repr^sente la liaison 
entre la substance active et le peptide lin6aire 
amphiphatique . 

A titre de substance active, 1' invention 
envisage notamment des proteines, comme des polypeptides ou 
peptides, des anticorps ou partie d'anticorps, des acides 
nucl6iques et oligonucleotides ou des ribozymes, ou encore, 
bien entendu, des molecules chimiques actives pour le 
traitement ou la prevention de pathologies- humaines ou 
animales, comme par exemple et de mani&re non limitative des 
antitumoraux, des antiviraux, etc... 
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Dans le doroaine du diagnostic, la substance 
active peut §tre un marqueur radioactif , un marqueur color6, 
ou tout autre moyen ou substance capable de r6v£ler un 
m6tabolisme ou une pathologie. 

Le couplage entre le peptide vecteur et la 
substance active, symbolist par les traits horizontaux dans 
la formule (I) , peut Stre r6alis6 par tout moyen de liaison 
acceptable compte tenu de la nature chimique et de 
1 ' encombrement dans les composes de la formule (I), Les 
liaisons peuvent £tre covalentes, hydrophobes ou ioniques, 
clivables ou non-clivables dans les milieux physiologiques 
ou k l'int6rieur de la cellules- La liaison peut comprendre 
un ou plusieurs composes interm6diaires (linker) • 

Le couplage peut §tre effectu6 en n'importe quel 
site du peptide (A) , dans lequel des groupements 
fonctionnels tels que -OH, -SH, -COOH, -NH2 sont 
naturellement presents ou ont £te introduits. 

Les positions de couplage pour la substance 
active peuvent §tre au niveau des extr Smites N- terminal e ou 
C-terminale ou bien au niveau des chaines lat&rales du 
peptide. De m&ne, le couplage peut §tre effectu£ en 
n'importe quel site de la substance active (B) , dans 
laquelle des groupements fonctionnels tels que -OH, -SH, 
-COOH, -NH2 sont naturellement presents ou ont 6t6 
introduits . 

L* invention concerne done aussi des compositions 
pharmaceutiques comprenant k titre d' agent actif une 
quantity efficace d'au moins un compost de formule (I) dans 
un v6hicule acceptable. 

D'autres avantages et caract&ristiques de 
1' invention apparaitront des exemples qui suivent concernant 
la preparation de peptides lineaires amphipathiques, leur 
couplage k une substance active et la penetration de ce 
conjugu6 dans les cellules. 
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1) Synthase des peptides marqu6s au groupe 
fluorescent NBD. 

Les peptides ont 6t6 synth6tis£s par la 
strat£gie Emoc-tBu en utilisant un AMS 422 (ABIMED, 
Allemagne) . Les sequences des peptides sont indiqu£es dans 
le tableau I. Le marquage du N- terminal par un groupe 
fluorescent NBD a ete effectu£ selon la procedure d6crite 
par [Gazit, E. et al. (1995) Biochemistry 34, 11479-11488] . 

Le peptide sur r£sine est d'abord traits avec 
pip£ridine [20% (v/v) dans du DMF] pour enlever le groupe 
prot^geant Fmoc du N- terminal. Du NBD-C1 dans du DMF sec 
(exc^s de 5 fois) est ensuite rajout£ en presence du DIEA 
(exc&s de 2 fois) pendant 6 hr i 1' ombre avec agitation pour 
s61ectivement marquer le groupe N- terminal. La r£sine est 
ensuite en levee avec du DMF et traitee avec un melange 
d£prot£geant pour d£crocher les peptides de la resine et 
d6prot£ger les chaines lat£rales. Le peptide a 6t6 ensuite 
purifi6 par HPLC (reverse phase high performance liquid 
chromatography) (Water -prep LC 40, Water) avec un gradient 
TFA 0,01%/ ac6tonitrile. La puret6 des peptides a 6t6 
mesur6e par des criteres d'absorbance UV h 220 nm et 460 nm 
et 6tait de 95%. 

2) Preparation des peptides couples a la 
doxorubicine . 

Le couplage de la doxorubicine sur un peptide 
par 1 ' intermediaire du maillon succinique est ef f ectue en 3 
etapes . 

Au chlorhydrate de doxorubicine (1 eq) , 
solubilis£ dans dim6thylf ormamide (DMF) en presence de 
Disopropyiethylamine (DIEA, 2 eq) est ajoute 1" anhydride 
succinique (1,1 eq, dissous dans DMF). Apr&s une incubation 
de 20 min k temperature anibiante, 1 'hemisuccinate de 
doxorubicine ainsi forme est ensuite active par addition de 
pyBOP (Benzotriazol-l-yl-oxopyrrolidinephosphonium 
Hexafluorophosphate 1,1 eq dans DMF) et DIEA (2 eq) . Ce 
second melange r6actionnel est incub£ 20 min. Le peptide 
(1,2 eq dans DMF) est ensuite ajoute au melange r£actionnel, 
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et se couple spontanement sur l'hemisuccinate de 
doxorubicine active au cours d'une incubation supplementaire 
de 20 min. 

Le produit de couplage est ensuite pur i fie sur 
HPLC (Chromatographie liguide haute pression) preparative, 
puis lyophilise. 

Chacune des etapes, ainsi que le produit final 
sont contr61es par HPLC analytique et spectrometrie de 
masse. 

Les peptides testes sont donnes dans le tableau 
9 ci-dessous. 

Tableau 9 



Peptide 


Sequence 


SynBl 


RGGRLSYSRRRFSTSTGR 


SM3979 


RGGRLAYLRRRWAVLVGR 


SM3980 


RGGRLVYVRRRWVWVGR 


SM3505 (SynB3) 


RRLSYSRRRF 


SM4287 


RRLWYLRRRF 


SM4288 


RRLWLLRRRF 


SM4289 


RRLWRLYRKP 


SM4290 


RRLWRLLRRF 


SM4291 


RLRWRLRYRF 


SM4292 


RLRWRLRLRF 


SM4293 


RKLWYLRKRF 



3) Penetration Cellulaire . 

La penetration cellulaire des peptides a ete 
etudiee par cytometrie de flux. Les cellules K562 sont 
cultivees dans du milieu RPMI avec 10% de serum de veau 
foetal. Les cellules sont dilutes k 0,3 x 10 s cellules par ml 
24 heures avant 1' experience. La penetration cellulaire a 
ete mesuree par cytometrie de flux en utilisant un FACScan 
(Bee ton Dickinson, USA) . Les peptides marques au NBD 
(concentration finale 1 pM) sont incubes avec les cellules 
K562 (5 x 10 s cellules par ml) dans un milieu Optimem k 37°C 
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pendant des temps variables (le volume final etait de 0,5 
ml). Apres 1' incubation, les cellules sont lav6es deux fois 
et ensuite resuspendues dans 0,5 ml de PBS froid. La 
penetration a ete ensuite analys^e par FACS. Les 
fluorophores sont excites ci 488 nm et la fluorescence est 
mesur^e a 525 nm. Un histogramme de 1' intensity de 
fluorescence (pour 1 x 10 4 cellules) est obtenu et la moyenne 
de distribution etait consideree comme representative de la 
quantity de peptide associe aux cellules. 

4) R&sultats . 

Les r^sultats d'internalisation sont rapportes 
dans les tableaux ci-dessous. 

Le tableau 10 montre la penetration du peptide 
SM2363 par rapport k celle de deux de ces analogues qui sont 
plus amphipathiques . 

Tableau 10 



Temps (min) 


SynBl 


SM3979 


SM3980 


0 


4 


4 


4 


5 


7 


75 


34 


10 


7 


95 


42 


30 


8 


100 


54 


60 


12 


114 


62 



Les resultats du tableau 10 montrent que les 
analogues amphipathiques (SM3979 et SM3980) pen&trent avec 
beaucoup plus d'efficacite, et ceci quel que soit le temps 
considere. Ainsi au temps 60 min, la penetration du SM3979 
et du SM3980 est respectivement 9 et 5 fois superieure a. 
celle du SynBl. 

Le m&ne design a 6te r6alise chez des peptides 
plus courts. Le peptide SynB3 a 6te pris comme reference et 
son amphipathie a ete augmentee. La comparaison de 
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penetration du peptide SynB3 avec ces analogues est 

representee dans les tableaux 11 et 12 ci-dessous. 

Tableau 11 



Temps (min) 


SynB3 


SM4287 


SM4288 


SM4289 


SM4290 


0 


4 


4 


4 


4 


4 


5 


9,5 


29 


33 


63 


147 


10 


10 


34 


38 


80 


168 


30 


12 


50 


53 


107 


366 


60 


16 


60 


61 


135 


371 



Tableau 12 



Temps (min) 


SynB3 


SM4291 


SM4292 


SM4293 


0 


4,5 


4,5 


4.5 


4,5 


10 


12 


91 


140 


20 


20 


13 


99 


140 


23 


30 


15 


107 


141 


29 


60 


23 


118 


146 


31 



Les r£sultats des tableaux 11 et 12 montrent 
aussi que les analogues amphipathigues p£n&trent avec 
beaucoup plus d'ef f icacite, et ceci quel que soit le temps 
considere. 



5) Utilisation des peptides de 1' invention comme 
vecteurs pour le transfert d'une molecule active a travers 
la barrifere hemato-encephalique (BHE) . 

Dans de nombreuses maladies du systeme nerveux 
central, les molecules administrees ne passent pas la 
barrifere hemato-encephalique et ne peuvent done pas 
atteindre leur cible dans le cerveau. 
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a) Conditions Experimentales . 

i) Preparation du SvnBl /3Cit-Doxorubicine . 

Le couplage de la doxorubicine sur le peptide 
SynBl/3Cit par 1 1 intermediate du maillon succinique est 
effectue en 3 etapes : 

Au chlorhydrate de doxorubicine (1 eq) , 
solubilis6 dans dim6thylf ormaminde (DMF) en presence de 
Disopropylethylamine (DIEA, 2 eq) est ajoute l 1 anhydride 
succinique (1,1 eq, dissous dans DMF) . 

Apr&s une incubation de 20 min a temperature 
ambiante, 1 'h&aisuccinate de doxorubicine ainsi forme est 
ensuite active par addition de PyBOP (Benzotriazol-l-yl- 
oxopyrrolidinephosphonium Hexafluorophosphate, 1,1 eq dans 
DMF) et DIEA (2 eq) . Ce second melange r6actionnel est 
incube 20 min. 

Le peptide SynBl/3Cit (1.2 eq dans DMF) est 
ensuite ajoute au melange r6actionnel, et se couple 
spontanement sur 1 'hemisuccinate de doxorubicine active au 
cours d'une incubation suppiementaire de 20 min. 

Le produit de couplage est ensuite purifid sur 
HPLC ( Chroma tographie liquide haute pression) preparative, 
puis lyophilis6. 

Chacune des etapes, ainsi que le produit final 
sont contr816s par HPLC analytique et spec trom6 trie de 
masse. 



ii) Produits testes . 







Doxo 


DOXO 


Doxo-SynBl/3Cit 


doxo- (RGGRLSYSCitCitCitFSTSTGR) 



iii) Perfusion Cer^brale in situ . 
C'est une methode rapide et sensible pour 
^valuer la penetration de divers composes dans le systeme 
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nerveux central. Des souris jeunes (25-30 g, If fa-Credo ; 
l'Arbresle, France) sent anesthesiees. Apres exposition de 
la carotide commune, l'artere carotide externe droite est 
liee au niveau de la bifurcation avec la carotide interne et 
la carotide commune est liee entre le coeur et le site 
d' implantation du catheter (catheter polyethylene, 
ID :0.76). Celui-ci prealablement reinpli par une solution 
d'heparine (100 unites/ml) est insure dans la carotide 
commune. Les souris sont perfus^es avec le tampon de 
perfusion (128 mM NaCl, 24 mM NaHC0 3 , 4,2 iriM KC1, 2,4 mM 
NaH 2 P0 4 , 1,5 m CaCl 2 , 0,9 mM MgSO A , et 9 mM D-glucose) . Ce 
tampon est filtre puis bull6 par un melange contenant 95% 0 2 / 
5% C0 2 afin de maintenir le pH proche de 7,4 et d'alimenter 
le cerveau en oxygene au cours de la perfusion. 

Les souris sont perfusees avec le tampon 
contenant la doxorubicine libre ou la doxo-SynBl/3Cit . Dans 
chaque produit, la doxorubicine est radiomarquee au carbone 
14 (activite specif ique : 9,4 uCi/mg, Amersham, France). Les 
produits sont perfuses h la concentration de 0,33 vtCi/ml ou 
0,035 mg/souris. 

Juste avant le deb>ut de la perfusion, le coeur 
est arr§t6 par section des ventricules, ceci afin d'eviter 
au cours de la perfusion un reflux du perfusat. L' hemisphere 
droit est alors perfuse k une vitesse de 10 ml/min pendant 
60 secondes apres quoi la souris est decapitee. 

b) Resultats de la perfusion cerebrale in situ . 

Dans cette etude, nous avons compare la 
penetration dans la BHE de la doxorubicine seule avec la 
doxorubicine vectorisee avec SynBl/3Cit. Apres 60 secondes 
de perfusion dans le tampon, la penetration des produits est 
estimee par la constante d' influx ou Kin en pl/sec/g. La 
figure 1 montre que la vectorisation de la doxorubicine par 
le vecteur SynBl/3Cit augmente son passage dans le cerveau 
de 20 fois apres une perfusion de 60 secondes dans du 
tampon. 
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REVENDICATIONS 

1) Peptide contenant ou constitu£ par un d6riv6 
d'un peptide antibiotique par : 

- modification des r^sidus cysteines de fagon & 
ce que ledit peptide soit d^pourvu de pont disulfure, 

- substitution de 1 k 18 et de pr6f6rence de 1 a 
6 acides amines, et/ou pennutation d'au moins une paire 
d' acides amines, lesdites substitutions et/ou permutations 
6tant telles que ledit peptide prdsente un caract^re 
amphipathique . 

2) Peptide selon la revendication 1, caract6ris6 
en ce qu'il pr^sente une hydrophobicit6 moyenne par r^sidu 
<H> comprise entre 0,15 et 0,7. 

3) Peptide selon l'une des revendications 1 ou 
2, caract£ris6 en ce qu'il pr^sente un moment 
d'hydrophobicit6 h£lico!dal <pH>a sup^rieur k 0,15. 

4) Peptide selon l'une des revendications 1 & 3, 
caract£ris6 en ce qu'il pr^sente un moment d'hydrophobicite 
b£ta <HH>P sup6rieur a 0. 

5) Peptide selon l'une quelconque des 
revendications 1 k 4, caract6rise en ce qu'il est d6riv6 de 
prot6grine ou de tachypl6sine, d'un analogue ou d'un 
fragment de ceux-ci. 

6) Peptide comprenant ou constitu6 par un d6riv6 
d'un peptide dont la sequence en acides amines est choisi 
parmi : 

15 10 15 18 

- SEQ ID NO:l : RGGRLSYSRRRFSTSTGR 

15 10 

- SEQ IDNO:2 : RRLSYSRRRF 

15 10 15 17 
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- SEQ ID N0:3 : AWSFRVSYRGISYRRSR 

ou un fragment de celles-ci constitue d'au moins 
cinq et de preference d'au moins sept acides amines 
successifs, 

par substitution de 1 k 18 et de preference de 1 
k 6 acides amines, et/ou permutation d'au moins une paire 
d' acides amines, lesdites substitutions et/ou permutations 
etant telles que ledit peptide presente un caract^re 
amphipathique . 

7) Peptide selon la revendication 6, caracterise 
en ce qu'il derive d'un peptide dont la sequence en acides 
amines est SEQ ID NO:l par mutation d'au moins un des 
residus en position 6, 8, 13, 14, 15, 16 par un acide amine 
hydrophobe, de preference choisi parmi le groupe 
comprenant : Ala, lie, Leu, Val, Phe, Trp, et eventuellement 
mutation d'au moins un autre r6sidu, de preference le residu 
Phe en position 12 , par un r6sidu tyr ou Trp. 

8) Peptide selon la revendication 7, caracterise 
par l'un des sequences en acides amines suivantes : 

- SEQ ID N0:4 : RGGRLAYLRRRWAVLVGR, 

- SEQ ID NO: 5 :RGGRLVYVRRRWVVVVGR, 

- SEQ ID N0:6 : RGGRLLYLRRRWLVLVGR, 

- SEQ ID N0:7 : RGGRLAYARRRFAVAVGR, 

- SEQ ID NO: 8 : RGGRLVYLRRRFAFLIGR. 

9) Peptide selon l'une des revendication 6 a 8, 
caracterise en ce qu'il derive d'un peptide dont la sequence 
en acides amines est SEQ ID N0:1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID 
NO:5,SEQ ID NO:6, SEQ ID N0:7 ou SEQ ID NO:8 par permutation 
d'au moins une paire des residus en position 3 et 5, en 
position 10 et 12, et en position 16 et 17. 

10) Peptide selon l'une des revendication 6 k 9, 
caracterise en ce qu'il derive d'un peptide dont la sequence 
en acides amines est SEQ ID N0:1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, 
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 ou SEQ ID NO: 8 par : 
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- permutation d'au moins une paire des residus 
en position 3 et 5, en position 10 et 12, et en position 16 
et 17, 

- mutation d'au moins un des residus en position 
6, 13, 14 et 16 par un acide amine hydrophobe, de preference 
choisi parmi le groupe comprenant : Ala, lie, Leu, Val, Phe, 
Trp, et eventuellement mutation d'au moins un autre residu, 
de preference le residu Phe en position 12, par un r6sidu 
Tyr ou Trp dormant un signal spectroscopique et permettant 
le' dosage du peptide, 

- eventuellement mutation du residu en position 
3 par un acide amine hydrophobe, de preference choisi parmi 
le groupe comprenant : lie, Leu, Val, Phe, Trp. 

11) Peptide selon l'une des revendications 9 ou 
10, caracterise par l'une des sequences en acides amines 
suivantes : 

- SEQ ID NO: 9 : RGLRGSYSRFRRSTSTGR, 

- SEQ ID NO: 10 : RGLRGLYLRFRRLVSVGR, 

- SEQ ID NO:ll : RGLRGLYFRFRRILSVGR, 

- SEQ ID NO: 12 : RGIRGLYLRWRRLLSFGR, 

- SEQ ID NO: 13 : RGFRGLYLRWRRLVSVGR. 

12) Peptide salon la revendication 6, 
caracterise en ce qu'il derive d'un peptide dont la sequence 
en acides amines est SEQ ID NO: 2 par mutation simultanee 
des residus en position 4 et 6 ou la mutation simultanee des 
r6sidus en position 4, 5 et 6 par des acides amines 
hydrophobes, de preference choisis parmi le groupe 
comprenant : Ala, lieu, Leu, Val, Phe, Trp, et 
eventuellement, la mutation d'un moins un autre residu, de 
preference le residu Phe en position 10, par un residu Tyr 
ou Trp donnant un signal spectroscopique et permettant le 
dosage du peptide. 

13) Peptide selon la revendication 12, 
caracterise par 1 'un des sequences en acides amines 
suivantes : 
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- SEQ ID NO:14 : RRLWYLRRRF 

- SEQ ID NO: 15 : RRLWLLRRRF 

14) Peptide selon l'une quelconque des 
revendication 6, 12 ou 13, caracterise en ce qu f il derive 
d'un peptide dont la sequence en acides amines est SEQ ID 
NO: 2, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15 par permutation des residus 
en position 5 et 7 et la mutation simultan6e, sur la 
sequence resultant de la permutation, des residus en 
position 4 et 6 ou des residus en position 4, 6 et 7 par des 
acides amines hydrophobes de preference choisis parmi le 
groupe comprenant : Ala, lieu, Leu, Val, Phe et Trp, et 
eventuellement, mutation d'un moins un autre residu, de 
preference le r6sidu Phe en position 10, par un r6sidu Tyr 
ou Trp dormant un signal spectroscopique et permettant le 
dosage du peptide. 

15) Peptide selon la revendication 14, 
caracterise par l'un des sequences en acides amines 
suivantes : 

- SEQ ID NO:16 : RRLWRLYRRF 

- SEQ ID NO:17 : RRLWRLLRRF 

16) Peptide selon l'une quelconque des 
revendication 6, 12, 13, 14 ou 15, caracterise en ce qu'il 
derive d'un peptide dont la sequence en acides amines est 
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:15, SEQ ID N0:16 OU SEQ 
ID NO: 17 par permutation des residus en position 2 et 3 et 
la permutation des residus en position 5 et 8, et sur la 
sequence resultant de la permutation, la mutation simultan^e 
des residus en position 4 et 6 ou la mutation simultan^e des 
residus en position 4, 6 et 8 par des acides amines 
hydrophobes de preference choisis parmi le groupe 
comprenant : Ala, lieu, Leu, Val, Phe et Trp, et 
eventuellement, mutation d'un moins un autre residu, de 
preference le residu Phe en position 10, par un residu Tyr 
ou Trp dormant un signal spectroscopique et permettant le 
dosage du peptide. 
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17) Peptide selon la revendication 16 , 
caract^rise par l'un des sequences en acides cunin6s 
suivantes : 

- SEQ ID NO: 18 : RLRWRLRYRF 

- SEQ ID NO: 19 : RLRWRLRLRF 

18) Peptide selon la revendication 6, 
caract£rise en ce qu'il derive d'un peptide dont la sequence 
en acides amines est SEQ ID NO: 3 par mutation simultanee 
des r6sidus en position 3, 7, 12, 16 par des acides amines 
hydrophobes de pr6f6rence choisis panni le groupe 
comprenant : Ala, lieu, Leu, Val, Phe et Trp. 



19) 

caracterise par 
suivantes : 

- SEQ ID NO: 20 : 

- SEQ ID NO: 21 : 

- SEQ ID NO: 22 : 



Peptide selon la revendication 18, 
l'une des sequences en acides amines 

AWAFRVAYRGIAYRRAR 
AWLFRVAYRGILYRRAR 
AWFFRVAYRGILYRRFR 



20) Peptide selon l'une quelconque des 
revendication 6 ou 19, caracteris6 en ce qu'il derive d'un 
peptide dont la sequence en acides amines est SEQ ID NO: 3, 
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21 ou SEQ ID NO: 22 par permutation 
des rdsidus en position 12 et 14, des r^sidus en position 16 
et 17 et une mutation simultanee des r&sidus en position 3, 
7, 14 et 17 par des acides amines hydrophobes de pr£f<§rence 
choisis parmi le groupe comprenant : Ala, lieu, Leu, Val, 
Phe et Trp. 

21) Peptide selon la revendication 20, 
caract6ris6 par l'une des sequences en acides amines 
suivantes : 

- SEQ ID NO: 23 : AWAFRVLYRGIRYLRRA 

- SEQ ID NO: 24 : AWIFRVVYRGIRYFRRA 

- SEQ ID NO: 25 : AWFFRVIYRGIRYIRRL 
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22) Peptides selon l'une quelconques des 
revendications 1 k 21, caract6ris6 en ce que la substitution 
d'une ou plusieurs arginines par la citrulline ou 
1 ' ornithine . 

23) Peptide selon la revendication 22, 
caract6ris€ par l'une des sequences en acides amines 
suivantes : 





SEQ 


ID 


NO: 


ZO 




D O O 

K G G 


K 


L 


S 


I o LlU Liu 


R 


F S T S T 


Lj 


K 




SEQ 


ID 


NO : 


4 1 


* 


d r* 
R G G 


K 


L 


S 


x o tit Lit 


Cit F S T S 


m 

J. 


G 




SEQ 


ID 


NO: 


28 




R G G 


R 


L 


A 


Y L Cit Cit 


R 


W A V L V 


G 


R 




SEQ 


ID 


NO: 


29 




R G G 


R 


L 


A 


Y L Cit Cit 


Cit W A V L 


V 


G 




SEQ 


ID 


NO: 


30 




R G G 


R 


L 


V 


Y V Cit Cit 


R 


W V V V V 


G 


R 




SEQ 


ID 


NO: 


31 




R G G 


R 


L 


V 


Y V Cit Cit 


Cit W V V V 


V 


G 




SEQ 


ID 


NO: 


32 




R R L 


S 


Y 


S 


Cit Cit R F 












SEQ 


ID 


NO: 


33 




R R L 


S 


Y 


S 


Cit Cit Cit 


F 










SEQ 


ID 


NO: 


34 




R Cit 


L 


S 


Y 


S Cit Cit R 


F 










SEQ 


ID 


NO: 


35 




R R L 


W 


R 


L 


Y Cit Cit F 












SEQ 


ID 


NO: 


36 




R Cit 


L 


W 


R 


L Y Cit Cit 


F 










SEQ 


ID 


NO: 


37 




R R L 


W 


R 


L 


L Cit Cit F 












SEQ 


ID 


NO: 


38 




R Cit 


L 


W 


R 


L L Cit Cit 


F 










SEQ 


ID 


NO: 


39 


• 


A W S 


F 


R 


V 


S Y R G I S 


Y 


Cit Cit S 


R 






SEQ 


ID 


NO: 


40 


• 
■ 


A W S 


F 


Cit 


V S Y R G I 


S 


Y Cit Cit 


S 


R 




SEQ 


ID 


NO: 


41 


• 


A W F 


F 


R V 


A Y R G I L 


Y 


Cit Cit F 


R 






SEQ 


ID 


NO: 


42 




A W F 


F 


Cit 


V A Y R G I 


L 


Y Cit Cit 


F 


R 



24) Un compose forme d'au moins un peptide selon 
l'une quelconque des revendications 1 k 23 li<§ directement 
ou indirectement k au moins une substance active. 

25) Un composition pharmaceutique comprenant a 
titre d' agent actif une quantity efficace d'au moins un 
compost selon la revendication 24 dans un v^hicule 
acceptable . 
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Figure 1 
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SEQUENCE LISTING 

<110> SYNT:EM SA 

<120> Peptides lineaires amphiphatiques et les compositions les contenant 

<130> 6139PCT 

<140> 6139PCT 
<141> 2001-07-03 

<150> FR00/08633 
<151> 2000-07-03 

<160> 42 

<170> Patentln version 3.0 

<210> 1 

<211> 18 

<212> PRT 

< 21 3> unident i f i ed 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(18) 

<223> Peptide SynBl 

<400> 1 

Arg Gly Gly Arg Leu Ser Tyr Ser Arg Arg Arg Phe Ser Thx Ser Thr 
1 5 10 15 

Gly Arg 



<210> 2 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> <1}..(10) 
<223> Peptide SynB3 
<400> 2 

Arg Arg Leu Ser Tyr Ser Arg Arg Arg Phe 
15 10 



<210> 


3 




<211> 


17 




<212> 


PRT 




<213> 


unidentified 




<220> 






<221> 


PEPTIDE 




<222> 


(1)..(17) 




<223> 


Peptide SynB4 


< 


400> 


3 





Ala Trp Ser Phe Arg Val Ser Tyr Arg Gly He Ser Tyr Arg Arg Ser 
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15 10 15 

Arg 



<210> 4 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1)..(1B) 
<223> peptide SM3979 
<400> 4 

Arg Gly Gly Arg Leu Ala Tyr Leu Arg Arg Arg Trp Ala Val Leu Val 
15 10 15 

Gly Arg 



<210> 


5 


<211> 


18 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1)..<18) 


<223> 


Peptide SM3980 


<400> 


5 



Arg Gly Gly Arg Leu Val Tyr Val Arg Arg Arg Trp Val Val Val Val 
15 10 15 

Gly Arg 



<210> 6 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(18) 

<223> Peptide PG-4L 

<400> 6 

Arg Gly Gly Arg Leu Leu Tyr Leu Arg Arg Arg Trp Leu Val Leu Val 
1 5 10 15 

Gly Arg 



<210> 7 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 
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<222> (1)..(18) 
<223> Peptide PG-4A 
<400> 7 

Arg Gly Gly Arg Leu Ala Tyr Ala Arg Arg Arg Phe Ala Val Ala Val 
1 " 5 " 10 "* 15 

Gly Arg 



<210> 


8 


<211> 


18 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1).. (18) 


<223> 


Peptide PG-AF11 


<400> 


8 



Arg Gly Gly Arg Leu Val Tyr Leu Arg Arg Arg Phe Ala Phe Leu lie 
15 10 15 

Gly Arg 



<210> 9 
<211> 18 
<212> PRT 
<213> unidentified 
<220> <221> PEPTIDE 
<222> (1)..(18) 
<223> Peptide A-SynBl 
<400> 9 

Arg Gly Leu Arg Gly Ser Tyr Ser Arg Phe Arg Arg Ser Thr Ser Thr 
15 10 15 

Gly Arg 



<210> 10 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1)..{18) 
<223> Peptide A-PG-3L 
<400> 10 

Arg Gly Leu Arg Gly Leu Tyr Leu Arg Phe Arg Arg Leu Val Ser Val 
15 10 15 

Gly Arg 



<210> 11 
<211> 18 
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4 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1)..(18) 
<223> Peptide A-PG-IL 
<400> 11 

Arg Gly Leu Arg Gly Leu Tyr Phe Arg Phe Arg Arg lie Leu Ser Val 
15 10 15 

Gly Arg 



<210> 


12 


<211> 


18 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1)..(18) 


<223> 


Peptide A-PG-4LF 


<400> 


12 



Arg Gly lie Arg Gly Leu Tyr Leu Arg Trp Arg Arg Leu Leu Ser Phe 
1 5 10 15 

Gly Arg 



<210> 


13 


<211> 


18 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1).. (18) 


<223> 


Peptide A-PG-3LF 


<400> 


13 



Arg Gly Phe Arg Gly Leu Tyr Leu Arg Trp Arg Arg Leu Val Ser Val 
15 10 15 

Gly Arg 



<210> 


14 


<211> 


10 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1) ..(10) 


<223> 


Peptide SM4287 


<400> 


14 



Arg Arg Leu Trp Tyr Leu Arg Arg Arg Phe 
15 10 
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<210> 


15 


<211> 


10 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1) (10) 


<223> 


Peptide SM4288 


<400> 


15 



Arg Arg Leu Trp Leu Leu Arg Arg Arg Phe 
15 10 



<210> 


16 


<211> 


10 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1)..(10) 


<223> 


Peptide SM428 9 


<400> 


16 



Arg Arg Leu Trp Arg Leu Tyr Arg Arg Phe 
15 10 



<210> 


17 


<211> 


10 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1).. (10) 


<223> 


Peptide SM4290 


<400> 


17 



Arg Arg Leu Trp Arg Leu Leu Arg Arg Phe 
15 10 



<210> 


18 


<211> 


10 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1) (10) 


<223> 


Peptide SM4291 


<400> 


18 



Arg Leu Arg Trp Arg Leu Arg Tyr Arg Phe 
1 5 10 



<210> 19 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(10) 
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<223> Peptide SynB4-4A 
<400> 19 

Arg Leu Arg Trp Arg Leu Arg Leu Arg Phe 
15 10 



<210> 


20 


<211> 


17 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


d).-(17) 


<223> 


Peptide SynB4- 


<400> 


20 



Ala Trp Ala Phe Arg Val Ala Tyr Arg Gly lie Ala Tyr Arg Arg Ala 
15 10 15 



Arg 



<210> 21 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(17) 

<223> Peptide SynB4-2AL 

<400> 21 

Ala Trp Leu Phe Arg Val Ala Tyr Arg Gly lie Leu Tyr Arg Arg Ala 
15 10 15 

Arg 



<210> 


22 


<211> 


17 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1)-.{17) 


<223> 


Peptide SynB4-4A 


<400> 


22 



Ala Trp Phe Phe Arg Val Ala Tyr Arg Gly He Leu Tyr Arg Arg Phe 
15 10 15 

Arg 



<210> 23 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 
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7 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(17) 

<223> Peptide aSynB4-2AL 

<400> 23 

Ala Trp Ala Phe Arg Val Leu Tyr Arg Gly He Arg Tyr Leu Arg Arg 
15 10 15 

Ala 



<210> 


24 


<211> 


17 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1).. (17) 


<223> 


Peptide aSynB4-IVFA 


<400> 


24 



Ala Trp He Phe Arg Val Val Tyr Arg Gly He Arg Tyr Phe Arg Arg 
15 10 15 

Ala 



<210> 


25 


<211> 


17 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1)..(17) 


<223> 


Peptide aSynB4-FIIL 


<400> 


25 



Ala Trp Phe Phe Arg Val He Tyr Arg Gly He Arg Tyr He Arg Arg 
15 10 15 

Leu 



<210> 


26 


<211> 


18 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1)..(18) 


<223> 


Peptide SynB/2cit 


<220> 




<221> 


VARIANT 


<222> 


(9) (10) 


<223> 


Residus citrulline en position 9 et 10 


<400> 


26 



Arg Gly Gly Arg Leu Ser Tyr Ser Xaa Xaa Arg Phe Ser Thr Ser Thr 
15 10 15 
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Gly Arg 



<210> 27 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(18) 

<223> Peptide SynBl/3cit 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (9).. (11) 

<223> Residus citrulline en position 9, 10 et 11 

<400> 27 

Arg Gly Gly Arg Leu Ser Tyr Ser Xaa Xaa Xaa Phe Ser Thr Ser Thr 
15 10 15 

Gly Arg 



<210> 28 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(18) 

<223> Peptide SM397 9/2cit 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (9).. (10) 

<223> R6sidus citrulline en position 9 et 10 

<400> 28 

Arg Gly Gly Arg Leu Ala Tyr Leu Xaa Xaa Arg Trp Ala Val Leu Val 
15 10 15 

Gly Arg 



<210> 29 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..<18) 

<223> Peptide SM3979/3cit 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (9).. (11) 

<223> Residus citrulline en position 9, 10 et 11 

<400> 29 

Arg Gly Gly Arg Leu Ala Tyr Leu Xaa Xaa Xaa Trp Ala Val Leu Val 
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9 



1 



5 



10 



15 



Gly Arg 



<210> 30 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(18) 

<223> Peptide SM3980/2cit 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (9).. (10) 

<223> R6sidus citrulline en position 9 et 10 

<400> 30 

Arg Gly Gly Arg Leu Val Tyr Val Xaa Xaa Arg Trp Val Val Val Val 

15 10 15 

Gly Arg 



<210> 


31 


<211> 


18 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


[1)..(18) 


<223> 


Peptide SM3980/3cit 


<220> 




<221> 


VARIANT 


<222> 


(9).. (11) 


<223> 


Residus citrulline en position 9, 10 et 11 


<400> 


31 



Arg Gly Gly Arg Leu Val Tyr Val Xaa Xaa Xaa Trp Val Val Val Val 



Gly Arg 



<210> 


32 


<211> 


10 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1).. (10) 


<223> 


Peptide SynB3/2cit 


<220> 




<221> 


VARIANT 


<222> 


(7).. (8) 


<223> 


Residus citrulline en position 7 et 8 


<400> 


32 



1 



5 



10 



15 
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10 

Arg Arg Leu Ser Tyr Ser Xaa Xaa Arg Phe 
15 10 

<210> 33 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(10) 

<223> Peptide SynB3/3citA 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (7).. (9) 

<223> Residus citrulline en position 7, 8 et 9 

<400> 33 

Arg Arg Leu Ser Tyr Ser Xaa Xaa Xaa Phe 
15 10 

<210> 34 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(10) 

<223> Peptide SynB3/3citB 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (2).. (8) 

<223> Residus citrulline en position 2, 7 et 8 

<400> 34 

Arg Xaa Leu Ser Tyr Ser Xaa Xaa Arg Phe 
15 10 

<210> 35 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(10) 

<223> SM4289/2cit 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (8).. (9) 

<223> Residus citrulline en position 8 et 9 

<400> 35 

Arg Arg Leu Trp Arg Leu Tyr Xaa Xaa Phe 
15 10 

<210> 36 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 
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11 

<221> PEPTIDE 

<222> (1).,(10) 

<223> Peptide SM4289/3cit 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (2)*. (9) 

<223> Residus citrulline en position 2, 8 et 9 

<400> 36 

Arg Xaa Leu Trp Arg Leu Tyr Xaa Xaa Phe 

1 5 10 

<210> 37 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(10) 

<223> Peptide SM4 290/2cit 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (8)*. (9) 

<223> Residus citrulline en position 8 et 9 

<400> 37 

Arg Arg Leu Trp Arg Leu Leu Xaa Xaa Phe 

1 5 10 

<210> 38 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(10) 

<223> Peptide SM4290/3cit 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (2).. (9) 

<223> Residus citrulline en position 2, 8 et 9 

<400> 38 

Arg Xaa Leu Trp Arg Leu Leu Xaa Xaa Phe 

15 10 

<210> 39 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(17) 

<223> Peptide SynB4/2cit 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (14).. (15) 

<223> Residus citrulline en position 14 et 15 

<400> 39 
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12 



Ala Trp Ser Phe Arg Val Ser Tyr Arg Gly He Ser Tyr Xaa Xaa Ser 



10 



15 



Arg 



<210> 40 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(17) 

<223> Peptide SynB4/3cit 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (5).. (15) 

<223> Residus citrulline en position 5, 14 et 15 

<400> 40 



Ala Trp Ser Phe Xaa Val Ser Tyr Arg Gly He Ser Tyr Xaa Xaa Ser 



10 



15 



Arg 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<400> 



41 

17 
PRT 

unidentified 

PEPTIDE 
<1)..{17> 

Peptide SynB4-FALF/2cit 

VARIANT 
(14).. (15) 

Residus citrulline en position 14 et 15 
41 



Ma Trp Phe Phe Arg Val Ala Tyr Arg Gly He Leu Tyr Xaa Xaa Phe 
1 5 10 15 

Arg 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



42 
17 
PRT 

unidentified 

PEPTIDE 
(1) (17) 

Peptide SynB4-FALF/3cit 

VARIANT 
(5).. (15) 

Residus citrulline en position 5, 



14 et 15 



WO 02/02595 PCT/FR01/02129 

13 

<400> 42 

Ala Trp Phe Phe Xaa Val Ala Tyr Arg Gly lie Leu Tyr Xaa Xaa Phe 
1 5 10 15 

Arg 
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Continuation of Box 1.2 
Claims nos.: 1-4 

In view of the very large number of claims in the present application as well as their 
wording, it seems difficult, if not impossible to determine the subject matter for which 
protection is sought. Therefore, the present application does not fulfil the conditions of 
clarity and conciseness required by PCT Article 6 (see also PCT Rule 6.1(a)) to such an 
extent that it is not possible to carry out any meaningful search. Consequently^ search 
report cannot be established in respect of the present application. Consequently, the 
search was carried out for those parts of the application which appear to be clear (and/or 
concise), that is the compounds and products described in the examples and the peptides 
described in the list of sequences. 

Claims 1 to 6 and all the other dependent claims of the present application concern a 
product and a compound defined by reference to a desirable characteristic or property, 
namely, a substitution of amino acids which provides the peptide with an amphipathic 
character. 

The claims cover all the products or compounds having said characteristic or property, 
whereas the application only provides a support basis as defined by PCT Article 6 for ' 
only a very limited number of such products and compounds. In the present case, the 
claims lack support basis and the application lacks disclosure to such an extent that it is 
not possible to carry out any meaningful search on the whole spectrum covered by the 
claims. Notwithstanding the reasons mentioned above, the claims also lack clarity. Indeed 
there has been an attempt to define the product and compound by the result to be 
achieved. In the present case, that lack of clarity is likewise such that it is not possible to 
carry out any meaningful search on the whole spectrum covered by the claims. 
Consequently, the search was carried out for only those parts of the claims whereof the 
subject matter appears to be clear, supported and sufficiently disclosed, namely those 
parts concerning the prepared products and compounds in the examples and described in 
the list of sequences. 

Claims 2-4 and all the dependent claims of the present application concern a 
product/method defined (inter alia) by means of the following parameters: the moments 
of mHbeta and mHalpha water repellency and the water repellency of residue H. 
The use of said parameters is considered, in the present case, as resulting in a lack of 
clarity as defined by PCT Article 6. It is not possible to compare the parameters which 
the applicant has chosen to use with what is disclosed in prior art. The resulting lack of 
clarity is such that it is not possible to carry out any meaningful search. Consequently, the 
search was limited to the examples and the peptides described in the list of sequences. 

The applicant's attention is drawn to the fact that claims, or parts of claims, concerning 
inventions in respect of which no search has been carried out need not be the subject of a 
preliminary examination report (PCT Rule 66.1(e)). The applicant is advised that the line 
of conduct adopted by the EPO acting in its capacity as International Preliminary 
Examination Authority is normally not to proceed with a preliminary examination of a 
subject matter m respect of which no search has been carried out. That attitude will 
remain unchanged, notwithstanding whether or not the claims have been modified, either 
after the search report has been received, or during any procedure under Chapter II 
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Revendi cations nos.: 1-4 



Etant donne le tres grand nombre de revendications presentes dans la 
demande ainsi que leur libelle, il apparaTt difficile, sinon impossible 
de determiner Tobjet pour lequel la protection est recherchee. La 
presente demande ne satisfait done pas aux conditions de clarte et de 
concision requises a TArticle 6 PCTE (voir aussi Regie 6.1(a) PCT) a un 
point tel qu'une recherche significative devient impossible. Par 
consequent, un rapport de recherche ne peut etre etabli pour la presente 
demande. Par consequent, la recherche a ete effectuee pour les parties de 
la demande qui apparaissent etre claires (et/ou concises), e'est a dire 
les composes et composes decrites dans les examples et les peptides 
descrites dans la liste des sequences. 

Les revendications 1 et 6 et toutes les revendications dependantes 
presentes ont trait a un produit et compose defini en faisant reference a 
une caracteristique ou propriete souhaitable, a savoir un substitution 
d'acides amines qui donnes un caractere amphipathique au peptide. 

Les revendications couvrent tous les produits et composes presentant 
cette caracteristique ou propriete, alors que la demande ne fournit un 
fondement au sens de TArticle 6 PCT et/ou un expose au sens de TArticle 
5 PCT que pour un nombre tres Umite de tels produits et composes. Dans 
le cas present, les revendications manquent de fondement et la demande 
manque d'expose a un point tel qu'une recherche significative sur tout le 
spectre couvert par les revendications est impossible. Independamment des 
raisons evoquees ci-dessus, les revendications manquent aussi de clarte. 
En effet, on a cherche a definir le produit et compose au moyen du 
resultat a atteindre. Ce manque de clarte est, dans le cas present, de 
nouveau tel qu'une recherche significative sur tout le spectre couvert 
par les revendications est impossible. En consequence, la recherche n'a 
ete effectuee que pour les parties des revendications dont Tobjet 
apparait etre clair, fonde et suffisamment expose, a savoir les parties 
concernant les produits et composes prepares dans les exemples et 
descrites dans la liste des sequences. 

Les revendications 2-4 et toutes les revendications dependantes presentes 
ont trait a un produi t/procede defini (entre autres) au moyen des 
parametres suivants: les moments hydrophobic!* te mHbeta et mHalpha et le 
hydrophobicite par residu H. 

L'uti 1 i sation de ces parametres est consideree , dans le present 
contexte, comme menant a un manque de clarte au sens de TArticle 6 PCT. 
II est impossible de comparer les parametres que le deposant a choisi 
d'utiliser avec ce qui est revele dans Tetat de la technique. Le manque 
de clarte qui en decoule est tel q'une recherche significative complete 
est impossible. Par consequent, la recherche a ete limitee aux exemples 
et les peptides decrites dans la liste des sequences. 

L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement Tobjet d'un rapport prellmlnaire d'examen (Regie 66.1(e) 



page 1 de 2 



Demande Internationale No. PCT^FR 01 £2129 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/1SA/ 210 



PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par TOEB 
agissant en qualite d' administration chargee de Texamen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait l'objet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, i ndependamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 



page 2 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

R«ns«Jgnements retatite aux mombreede families do brevets 



Demand* Internationale No 

PCT/FR 01/02129 



Document brevet cltt 
au rapport da recherche 


Date de 
publication 


Membre(s) de la 
famine debrevet(s) 


Dare da 
publication 


UO 9907728 A 


18-02-1999 


FR 


2767323 Al 


19-02-1999 






AU 


8988998 A 


01-03-1999 






EP 


1003771 Al 


31-05-2000 






WO 


9907728 A2 


18-02-1999 



W0 9637508 A 28-11-1996 



US 


5804558 A 


08-09-1998 


AU 


716277 B2 


24-02-2000 


AU 


5874996 A 


11-12-1996 


CA 


2222475 Al 


28-11-1996 


EP 


0871654 Al 


21-10-1998 


JP 


11505721 T 


25-05-1999 


WO 


9637508 Al 


28-11-1996 


US 


5994306 A 


30-11-1999 


us 


6159936 A 


12-12-2000 


us 


6025326 A 


15-02-2000 



WO 9516776 


A 


22-06-1995 US 


5580852 A 


03-12-1996 






AT 


190655 T 


15-04-2000 






AU 


2287095 A 


03-07-1995 






CA 


2179301 Al 


22-06-1995 






DE 


69423515 01 


20-04-2000 






DE 


69423515 T2 


29-06-2000 






EP 


0734441 Al 


02-10-1996 






WO 


9516776 Al 


22-06-1995 



US 6015941 



A 18-01-2000 AUCUN 



